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論文内容の要旨 
潰瘍性大腸炎やクローン病などの再発性・難治性の非特異的炎症性腸疾患 (Inflammatory 
bowel disease ; IBD) の病因には、遺伝的要因、免疫学的異常、環境因子、感染症などの様々
な要因が関与していると考えられている。既存治療では十分な治療効果が得られないこと
も多く、有効な治療戦略創出のため、新規治療分子の探索が重要な課題となっている。 
一酸化炭素 (Carbon monoxide ; CO) は、抗酸化酵素Heme oxygenase-1 (HO-1) によるHeme
の分解産物の一つとして内因性に産生され、ガス状メディエーターとして様々な生理作用
を有することが知られている。また、近年、低酸素、虚血再灌流傷害、炎症などの病態モ
デルにおいて外因性に投与されたCOによる病態改善効果が報告されており、腸管炎症モデ
ルにおいてもCOによる腸管炎症抑制効果が報告されている。我々は、これまでヒトIBD患
者やマウス実験腸炎モデルの炎症大腸粘膜においてHO-1発現が亢進すること、このHO-1や
HO-1により誘導・産生されるCOが腸管炎症を軽減することを報告してきた。また、マウス
実験腸炎モデルを用いた検討において、低濃度COガスの吸入暴露により腸管炎症が軽減さ
れることも報告してきた。これらの結果から、COはIBDにおける新規治療分子として期待
されている。しかしながら、外因性に投与されるCOガスは血中COヘモグロビン(COHb) 濃
度を上昇し、CO中毒が惹起されるため、COの毒性克服が重要な課題となっている。近年、
COを安全かつ確実に組織に放出する新規CO放出物質 (CO-releasing molecules ; CORMs) が
開発・合成されており、血中COHb濃度を上昇させることなく局所においてCOを放出する
ことが知られている。そこで本研究では、ヒトクローン病のマウス実験腸炎モデルとして
広く知られている2,4,6-trinitrobenzensulfonic acid (TNBS) 惹起性大腸炎において、新規水溶
性CO放出物質であるCO-releasing molecule (CORM)-3の有効性について検討を行った。 
7 週齢雄性 C57BL/6 マウスに TNBS 溶液を注腸し TNBS 惹起性大腸炎を作成した。正常
対照群に対しては生理食塩水を注腸した。治療群には、CORM-3 (10mg/kg) を腸炎作成前に
1 回、腸炎作成後は 2 回/日、腹腔内投与した。非治療群には、PBS あるいは inactive CORM-3 
(iCORM-3) を同様に腹腔内投与した。iCORM-3 は、CO の放出を抑制するために CORM-3
溶解液を窒素ガスでバブリングさせることで作成した。腸炎作成後 3日目に大腸を摘出し、
肉眼的な大腸 damage score および病理組織スコアを測定した。大腸粘膜内のミエロペルオ
キシダーゼ(Myeloperoxidase ; MPO) 活性、大腸粘膜内のサイトカイン（TNF-α、IFN-γ、IL-17A）
産生を PCR および enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法にて検討した。 
TNBS 惹起性大腸炎群では、大腸に著明な潰瘍形成を認め、大腸 damage score は正常対照
群と比較し有意に亢進していた。一方、CORM-3 治療群では大腸の潰瘍形成は抑制されて
おり、大腸 damage score は TNBS 惹起性大腸炎群と比較し有意に低下していた。一方、
iCORM-3投与群では CORM-3治療群で見られた大腸 damage scoreの低下は認めず、CORM-3
から放出された CO が大腸粘膜に対して保護的に作用していることが示された。病理組織
スコアにおいても TNBS 惹起性大腸炎群では正常対照群と比較して有意に上昇し、CORM-3
治療群では TNBS 惹起性大腸炎群と比較して有意に低下していた。好中球浸潤の指標とさ
れる大腸粘膜中の MPO 活性についても、TNBS 惹起性大腸炎群では正常対照群と比較し
有意に亢進し、CORM-3 治療群では有意に抑制されていた。サイトカイン産生に関する検
討においては、TNBS 惹起性大腸炎群では大腸粘膜中の TNF-α、IL-17A mRNA 発現は有意
に亢進し、IFN-γ mRNA 発現も増加傾向を示した。これら TNF-α、IFN-γ、IL-17A mRNA 発
現上昇は CORM-3 の投与により有意に低下した。また、大腸粘膜中の TNF-α、IFN-γ、IL-17A
蛋白量についても、TNBS 惹起性大腸炎群では有意に増加しており、CORM-3 の投与により
TNF-α、IFN-γ では有意に低下し、IL-17A では低下傾向を示した。さらに、TNF-α、IFN-γ
の産生細胞として CD4+ T リンパ球が重要な役割を果たしていると考えられたため、マウス
脾臓より MACS 細胞分離カラムを用いて選択的に単離した CD4+ T リンパ球を用いて、抗
CD3/CD28 抗体刺激によるサイトカイン (TNF-α、IFN-γ) 産生について検討を行った。単離
CD4+ T リンパ球に対して抗 CD3/CD28 抗体にて 24 時間刺激を行ったところ、非刺激群と比
較し、上清中の TNF-α、IFN-γ 蛋白発現は有意に増加していた。一方、CORM-3 (50 μM) 処
理により TNF-α 産生は有意に低下し、IFN-γ 産生においても低下傾向を示したが、iCORM-3
処理では TNF-α、IFN-γ の低下傾向を認めなかった。 
以上より、新規水溶性 CO 放出物質である CORM-3 の投与により、マウス TNBS 惹起性
大腸炎の発症・進展が抑制されることが明らかとなり、その機序の一つとして CD4+T リン
パ球におけるサイトカイン産生の抑制が関与していることが考えられた。 
